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論文内容要旨
 1.序論
 生物は,様々な刺激(情報)の受容系を持っている。その中でも光刺激の受容系は,現在最
 もよく理解されている受容系の一つとなっている。特に光受容タンパク質である視物質は,光
 を吸収するという利点があるため,物理化学的な研究がなされている唯一の刺激受容タンパク
 質である。したがって,視物質の機能メカニズムを鯛らかにすることは,生物の刺激受容機構
 を研究する上で,非常に重要なことである。
 鐸.研究の目的及び研究材料の選定
 視物質の光情報変換メカニズムを解閉するためには,視物質のアミノ酸配列を明らかにする
 ことが必要不可欠である。様々な動物種の視物質のアミノ酸配列を比較し,そこから基本法則
 を見つければ,吸収波長の決定や,他のタンパク質との相互作用等に重要な働きをしているア
 ミノ酸残基を推定することができる。また,視物質の分子進化を議論することも可能である。
 これまでに視物質のアミノ酸配列が開らかになっている脊椎動物は,ほ親類と鳥類のみである。
 そこで,脊椎動物のうちで最も下等な種に属するヤツメウナギの視物質及び視細胞を研究対象
 に選んだ。
 ヤツメウナギの視細胞は,短光受容細胞(短細胞)と長光受容細胞(長細胞)の二種類に大
 別される。どちらの視細胞とも,外節の形態は高等動物の錐体タイプである。Waldは,ヤツメ
 ウナギの網膜中に,高等脊椎動物のロドプシンに類似した視物質(吸収極大波長約500i残m)が
 存在することを発見した。また,Govaldovskiiらは,顕微鏡下で一つの視細胞の吸収スペクト
 ルを測定し,短細胞の吸収極大波長が約500nmであること,長細胞の吸収極大波長は560nm
 にあることを示した。
 媚.結果と考察(第一部)
 本研究では,まずヤツメウナギの長細胞と短細胞の相違点を,ロドプシンのモノクローン抗
 体および数種のレクチンとの反応性により調べた。ウシおよびニワトリ・ロドプシンのモノク
 ローン抗体は,短細胞外節の部分に反応した。また,高等脊椎動物のロドプシン糖鎖に反応す
 るコンカナバリンAもやはり短細胞外篇の部分に強く結合した。一方,高等脊椎動物の錐体を
 認識するピーナッツレクチン(PNA)は,長細胞外節部分と強く反応した。このことから,ヤ
 ツメウナギの短細胞と長細胞は,それぞれ高等脊椎動物の桿体と錐体に類似していることが明
 らかになった。ヤツメウナギにおいては,桿体と錐体への視細胞の分化が完了していないこと
 が推測された。また,短細胞にはロドプシンと類似した視物質が存在することが推測された。
 高等脊椎動物のロドプシンと錐体視物質を分離精製する方法により,ヤツメウナギの視物質
 を単離したが,得られた視物質は上種類であった。その視物質は,Waldが報告した物とほぼ同
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 じ吸収スペクトル(吸収極大波長50311m)を示した。得られた視物質は微量であったが,いく
 つかの試薬との反応性を調べることができた。分子量は約40kDa,ウシモノクローン抗体及び
 コンカナバリンAと反応した。これらの性質は,得られた視物質が短細胞由来の視物質で,高
 等動物のロドプシンに類似してやることを示している。しかし,この視物質はニワトリの錐体
 椀物質と同様100mMヒドロキシルアミンと反応し,暗中でゆっくり退色することが明らかに
 なった。
 lV.結果と考察(第二部)
 タンパク質のアミノ酸配列を調べる際,遺伝子をクローン化して塩基配列を調べ,そこから
 アミノ酸配列を推定するのが一般的な手法となっている。ヤツメウナギでは,cDNAライブラ
 リーを作るのに十分なだけのmRNAを得ることが困難である。そこで,本研究では,最近その
 有用性が認められるようになってきたPCR(polymerasechainreactiGn)法の利用を試みた。
 これまでに明らかにされている高等脊椎動物の視物質のアミノ酸配列を比較し,よく保存さ
 れている6カ所の領域を選び出した。そして,その6カ所のアミノ酸配列に対応するようなオ
 リゴヌクレオチド混合物をDNA合成機により合成した。つぎに,合成したオリゴヌクレオチド
 混合物をプライマーとして,ヤツメウナギのゲノムDNAに対し,PCR法による遺伝子断片の
 増幅を行った。その結果,約200bpのヤツメウナギ視物質遺伝子の一部と考えられるDNA断
 片を得ることに成功した。
 翻訳領域の全長は,その遺伝子のcDNAを3■側と5'側で別々に増幅すること(RACE法)に
 よりクローン化された。従来同時に行っていたcDNA第二鎖の合成と増堰の過程を分けること
 により,5一側cDNAの増幅の効率を上げ,ノイズを減少させることに成功した。この方法が,
 大量のmRNAを得ることが難しい視物質遺伝子のクローン化に,有効であると考えられる。
 クローン化されたcDNAは,353個のアミノ酸からなる,分子量約39kDaのタンパク質をコ
 ー ドしていた。推定されるアミノ酸配列は,高等脊椎動物のロドプシンと80%近く一致してい
 たが,ヒトの錐体視物質とは鎗～46%しか一致していなかった。このことは,クローン化され
 たcDNAが,短細胞で発現しているヤツメウナギ・ロドプシンをコードしていることを示唆し
 ている。
 明らかになったヤツメウナギ・ロドプシンのアミノ酸配列を,他の脊椎動物の視物質のアミ
 ノ酸配列と比較し,個々のアミノ酸の役割を推測した。ウシ・ロドプシンにおいて,糖鎖が付
 加されるN末端の2つのアルギニン(N2,N!5)は,保存されていた。ヤツメウナギ・ロドプ
 シンがコンカナバリンAと反応することから考えて,これら2つのアルギニンにはやはり糖鎖
 が付加されているであろう。
 C末端の部分では,ウシとヤツメウナギのロドプシンで多くのアミノ酸置換が生じていた。し
 かしながら,セリンおよびスレオニンが高率で存在すること,またリン酸化される領域を限定
 して考えるとアミノ酸配列に大きな差異がないことから,ヤツメウナギ・ロドプシンのC末端
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 部分はリン酸化を受ける資質を備えていると推定された。C末端以外の細胞質側のループの部
 分のアミノ酸配列は,高等脊椎動物のものと比較してよく保存されていた。ヤツメウナギ・ロ
 ドプシンにおいてもこのループの部分で,トランスデューシンおよびアレスチンと相互作用す
 るであろうと推測された。そのことは,全ての脊椎動物の光刺激の伝達メカニズムに,本質的
 な違いがないことを示唆している。
 膜に埋まっていると考えられる領域には,ウシとヤツメウナギのロドプシンにおいて,数多
 くの保存的アミノ酸置換が見いだされた。これらのアミノ酸残基は,機能に直接的には関与し
 ていない,いわばスペーサーとしての役割を果していると考えられた。非保存的なものとして
 は,ヤツメウナギのロドプシンの膜に埋まっていると考えられる領域に2つの荷電したアミノ
 酸残基の置換が存在していた。そのうちの一つは,83番罵の残基がアスパラギン酸(中性状態
 での電荷:一1)からアスパラギン(土0)に麗き変わっていること,もう一つは225番目の残
 基がアルギニン(+11になっていることである。ヒト・青色素以外(無脊椎動物を含め)こ
 れまでに調べられている全ての視物質で,この83番目に対応する位麗のアミノ酸残基はアスパ
 ラギン酸(一1)である。そのため,このアスパラギン酸は①プロトン化シッフ塩基のカウン
 ターイオン,あるいは②オプシンシフトに関与している残基の有力候補とされてきた。①およ
 び②無しでヤツメウナギ・ロドプシンの吸収極大波長(約500㎜)を説明することは困難であ
 る。したがって,他の視物質に存在する83番目のアスパラギン酸は,①②のどちらにも関与し
 ていないであろうと考えられる。ロドプシン・スーパーファミリーに属するレセプタータンパ
 ク質の多くが,83番目と225番目に相当する位置に,それぞれ一と+に荷電したアミノ酸残基を
 持っている。これらの荷電したアミノ酸残基は,これらのレセプタータンパク質に共通なもの,
 即ち構造または構造変化に関与しているのではないであろうか。
 また,アミノ酸配列の相同性から,脊椎動物視物質の進化に関して,以下のようなことが推
 定された。ヤツメウナギがヒト等の高等脊椎動物と分岐したときには,すでにロドプシンと錐
 体視物質の遺伝子が存在していた。ロドプシンと錐体視物質が分化したのは,今から5億年前
 よりも昔であったのではなかろうか。今年になって,ある硬骨魚が,ヒトの赤視物質と70%以
 上のアミノ酸が一致した視物質遺伝子を持っているという報告がなされた。このことは,本研
 究で推定された視物質の分化時期と矛盾しない。
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 V.今後の展望
 ヤツメウナギが複数種の視物質を持っているかどうか,さらによく調べることが重要である。
 持っているならば,その遺伝子をクローン化しアミノ酸配列を比較検討する。また,系統樹を
 さかのぼり,ヤツメウナギよりも早く分岐した生物(ホヤ等の無脊椎動物)の視物質を研究す
 ることも重要である。そのことにより,脊椎動物・視物質の分子進化がさらによく理解できる
 ようになるであろう。興味深い視物質を持っている生物を,試料として常に大量に得られると
 は限らない。そのような場合には,本研究で用いたPCR法およびRACE法が有効である。
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 生物の日周リズムを司っていると言われている松果体に,ロドプシンと類似したタンパク質
 が存在しているという報告がある。ヤツメウナギのロドプシン遺伝子が得られたので,ヤツメ
 ウナギの松果体にロドプシンが存在するかどうかの確認は,比較的容易に行えるであろう。視
 覚一視物質一日周リズムの関係も興味ある研究対象である。
 視物質の機能メカニズムを完全に理解するためには,視物質の構造を原子レベルで明らかに
 することが重要である。視物質の結贔化を成功させ,構造解析を行う。それと平行してNMR(核
 磁気共鳴)や赤外吸収スペクトルを解析することによって水溶液中での構造を調べる。また,
 反応中間体の構造も明らかにしなければならない。これらの研究には,莫大な時間と労力と資
 金が必要であろう。しかしながら,刺激(情報)の受容タンパク質のうちで,これらを為し得
 る可能性が最も高いものは視物質であろう。視物質の研究を通じて,生物の情報受容メカニズ
 ムが明らかにされることを期待する。
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 論文審査の結果の要旨
 久冨修慰提出の博士論文は,脊椎動物で最も下等なヤツメウナギを材料にして・視細胞の種
 類・視物質の構造と機能について検討したものである。
 本研究では,まずヤツメウナギの網膜から視物質を抽出し,その吸収極大波長等の性質を検
 討した。次に,そのcDNAをクローン化し,閣らかにされたアミノ酸配列から視物質の機能メ
 カニズムと分子進化を議論した。
 これまでに視物質のアミノ酸醗列が明らかになっている脊椎動物は補乳類と鳥類のみであ
 り,脊椎動物の視物質全体を把握しているとは言い難かった。そこで研究対象としては,脊椎
 動物の内で最も下等な種に属するヤツメウナギが選ばれた。
 ヤツメウナギの短視細胞と長視細胞が,高等脊椎動物のそれぞれ桿体と錐体に類似している
 ことを示した。さらにヤツメウナギの網膜から,高等動物のロドプシンに類似した視物質を単
 離精製し,ヤツメウナギのロドプシンが高等脊椎動物のロドプシンには近いが,色覚色素にも
 一部対応する未分化の性質をもつことを明らかにした。
 縮退したプライマーを用いたPCR法によって,ヤツメウナギ視物質の一部を増幅すること
 に成功した。RACE法において,従来同時に行っていたcDNA第二鎖の合成と増幅の過程を分
 けることにより,5'側cDNAの増縮の効率を上げノイズを減少させることに成功した。
 クローン化された視物質のcDNAの解析から,特に高等脊椎動物のそれと構造上の相同性を
 比較しロドプシンの機能に重要な領域を細かく検討すると,これまで視物質の機能に重要な役
 割を果たしていると考えられていた83番目のアスパラギン酸が,視物質の機能に直接的には関
 与していないことが示された。つまり,従来の定説を批判する新しい推論がもたらされること
 になる。また進化の位置づけとして,ロドプシンと色覚色素が分化したのは,5億年前以前で
 あることが示唆された。
 従って,本論文は視物質の研究のみならず,生物一般における情報受容機構研究に大いに寄
 与するものである。よって,久冨修君提出の論文は,本人が自立して研究活動を行うに必要な
 高度の研究能力と学識を有することを示しており,理学博士の学位論文として合格と認める。
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